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VerdiTentlicht 

Mit internationaJem Recherchenbericht 



(54) Title : MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST C- KIT 

(54) Bezeichnung : MONOKLONALE ANTIKORPER GEGEN C-KTT 

(57) Abstract 

The invention concerns monoclonal antibodies against the human c-kit receptor which are obtainable from the DSM ACC 
2007, DSM ACC 2008 and DSM ACC 2009 cell lines or can be bound to the c-kit receptor in a way which is equivalent to the 
antibodies produced by the DSM ACC 2007, DSM ACC 2008 or DSM ACC 2009 cell lines. The invention also concerns a meth- 
od of demonstrating the malignity of tumours of haematopoietic cells, seminomas or small-cell lung carcinomas. In this method, 
a tissue sample is incubated with at least one monoclonal antibody against the c-kit receptor as proposed by the invention, the 
presence of bound antibodies subsequently being demonstrated by prior art methods. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikdrper gegen den humanen c-kit-Rezeptor, die aus den Zellinien DSM ACC 
2007, DSM ACC 2008 und DSM ACC 2009 erhaitlich sind oder in aquivalenter Weise an den c-kit-Rezeptor bindefaTiig sind, 
wie die von den Zellinien DSM ACC 2007, DSM ACC 2008 oder DSM ACC 2009 produzierten Antikdrper. Ein weiterer Gegen- 
stand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis der Malignitat von Tumoren der h&matopoietischen Zellen, von Seminomen 
oder kleinzelligem Lungenkarzinom, bei dem man eine Gewebeprobe mit mindestens einem erfindungsgema&en, monoklonalen 
Antikdrper gegen den c-kit-Rezeptor inkubiert und anschlieBend gebundene Antikdrper mittels bekannter Methoden nachweist. 
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Monoklonale Antikoroer aeaen c-kit 



Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper gegen den huma- 
nen c-kit-Rezeptor sowie ein Verf ahren zum Nachweis der Mali- 
gnitat von Tumoren der h&matopoietischen Zellen, von 
Seminomen oder klelnzelligem Lungenkarzinoxn iiber den Nachweis 
einer veranderten Expression des c-kit-Rezeptor s . 

Entwicklung, Dif f erenzierung und Stof fwechself unktionen der 
Zellen eines mehrzelligen Organismus werden durch Hormone und 
Wachstumsf aktoren reguliert . Der erste Schritt ist in vielen 
Fallen die Bindung dieser Faktoren an einen Rezeptor an der 
Zelloberf lache. Diese Bindung lost: bei einer Reihe dieser Re- 
zeptoren die Phosphorylierung von Tyrosinresten verschiedener 
Zellproteine aus. Fiir diese Rezeptor-Tyrosinkinasen konnte % 
ein entscheidender Einf luB auf das Wachstumsverhalten von 
Zellen nachgewiesen werden (Yarden und Ullrich, Aiin. Rev. 
Biochem. 57 (1988) , 443 - 478). Autokrine Regelsysteme unter 
Beteiligung von Rezeptor-Tyrosinkinasen spielen eine wichtige 
Rolle bei der Transformation von Zellinien, die als Tumor-Mo- 
dellsystem dienen, sowie auch in primarem Tumorgewebe . Fiir 
bestimmte Rezeptor-Tyrosinkinasen, wie z.B. den EGF-Rezeptor 
und den her2/neu-Rezeptor konnte ein direkter Zusammenhang 
zwischen der Uberexpression des Rezeptors und der Aggressivi- 
tSt des Tumorgeschehens bewiesen werden ( Slamon et.al., 
Science 244, 1989, 707 - 712; Di Fiore et.al., Cell 51, 1987, 
1063 - 1070) . . 

Ein weiteres Mitglied der Rezeptor-Tyrosinkinasen-Familie ist 
c-kit, das als zellulares Homolog des viralen Onkogens v-kit 
(felines LeukSmie- Virus HZ4-FeSV) entdeckt, kloniert und se- 
quenziert wurde (Yarden et.al. EMBO-Journal 6 (1987), 3341 - 
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3351) . Es weist eine weitgehende Homologie mit dem PDGF-Re- 
zeptor und dem CSF-I-Rezeptor (c-fms) auf. Untersuchungen mit 
Hilf e der Northern-Blot-T chnik w isen auf eine charakteri- 
stische Verteilung des Rezeptors in den unterschiedlichen Ge- 
weben hin. Eine hone Expression des c-kit-Gens konnte in 
hamatopoietischen Zellen und vor allem in Hirngeweben, Mela- 
noblasten, Ovarien und in Stammzellen der Testis nachgewiesen 

werden ^ ~ 
923) . Untersuchungen an verschiedenen erythroiden und myelo- 
iden Zellinien weiseri auf eine Expression des c-kit-Gens in 
friihen Dif ferenzierungsstufen hin (Andre et.al., Oncogene 4 

(1989) , 1047 - 1049). Bestimmte Tumoren, wiejs.B. Glioblasto- 
mazellen zeigen ebenfalls eine deutliche Expression des 
c-kit-Gens. 

Als natttrlicher Ligand des c-kit Rezeptors wurde inzwischen 
ein etwa 30kD grofles Protein aus dem Kulturuberstand von mu- 
rinen Fibroblasten isoliert und als MGF - mast cell growth- 
factor (Williams et.al. , Cell 63 (1990) , 167 - 174) oder- ha- 
matopoietischer Wachstumsfaktor KL (Huang et.al. , Cell 63, 

(1990) , 225 - 233) bezeichnet. Ein entsprechendes Protein 
wurde auch aus Rattenleberzellen isoliert und SCF = stem cell 
factor genannt (Zsebo et.al., Cell 63 (1990), 195 - 201). Der 
entsprechende humane Fakt or; wurde von Martin et al. kloniert 
und wird synonym als SCF, MGF oder Steel Factor (SF) bezeich- 
net (Cell 63 (1990) , 203-211) . 

Die Expression des c-kit-Gens wurde bislang nur auf der Ebene 
der Transkriptibn Uber den Nachweis der c-kit-mRNA, insbeson- 
dere mit Hilfe der Northern-Blot-Technik bestimmt. Dieses 
Verfahren kann jedoch nur indirekt Hinweise auf die Menge des 
exprimierten Proteins geben, da z.B. Regulationsvorgange auf 
Translationsebene oder die Stabilitat des gebildeten c-kit- 
Rezeptor-Proteins hierbei iiberhaupt nieht erfaflt werden. Fur 
die Diagnostik ist es daher von entscheidender Bedeutung, di- 
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rekt die Menge des exprimierten Proteins zu bestimmen. Dies 
ist mit der erf orderlichen Spezifitat der Aussage nur mit 
Hilfe monoklonaler Antikorper gegen den c-kit-Rezeptor mog- 
lich. 

Von N. Lerner et.al. (Blood 77 (1991), 1876-1883) wurde 
gezeigt, daB der monoklonale Antikorper YB5.B8 von Gadd 
et.al. (Leuk.Res. 9 (1985), 1329), der gegen leukSmische 
Blasten eines Patienten mit akuter myeloischer Leuk&mie 
gerichtet ist, wahrecheinlich mit dem c-kit Protein reagiert. 
Ein monoklonaler Antikorper gegen den c-kit-Rezeptor kann 
jedoch mit eindeutiger Sicherheit nur durch Immunisierung mit 
einem definierten c-kit Antigen erhalten werden. 

Es war daher die Aufgabe der Erf indung, monoklonale Antikor- 
per gegen den c-kit-Rezeptor sowie ein Verf ahren zu deren 
Herstellung zur Verfiigung zu stellen, sowie ein Verf ahren zur 
VerfUgung zu stellen, das es ermoglicht, mit Hilfe dieser 
Antikorper eine veraiiderte Expression dieses c-kit-Rezeptors 
nachzuweisen . 

Diese Aufgabe wird gelost durch monoklonale Antikorper gegen 
den humanen c-kit-Rezeptor r die aus den Zellinien DSM ACC 
2007, DSM ACC 2008 oder DSM ACC 2009 erhaltlich sind oder in 
aquivalenter Weise an den c-kit-Rezeptor bindefahig sind, wie 
die von den Zellinien DSM ACC 2007, DSM ACC 2008 oder 
DSM ACC 2009 produzierten Antikorper. 

Unter dem Begrif f "in aquivalenter Weise bindef ahiger Anti- 
kSrper" werden Antikfirper verstanden, bei denen eine Epi- 
topiiberlappung mit dem definierten, bekannten Antikbrper 
nachweisbar ist. Diese Epitopiiberlappung kann mit Hilfe eines 
kompetitiyen Test systems leicht nachgewiesen werden. Dazu 
wird zum Beispiel mit Hilfe eines Enzym-Immunoassays tiber- 
priift, inwieweit ein Antikorper mit dem bekannten Antikorper 
urn die Bindung an ein definiertes Antigen bzw. ein spezielles 
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Epitop konkurri rt. Dazu inkubiert man das entsprechende^ 
Antig n mit dem bekannten m noklonaleh Antikorper in mar bar- 
ter Form und einem OberscnuS des in Betracht g zogenen Antx- 
korpers. Durch Immobilisierung der gebildet n Komplexe, 
Trennung der festen von der fliissigen Phase und Nachwexs der 
gebundenen Markierung in einer der beiden Phasen kann dann 
leicht festgestellt werden, inwieweit der in Betracht gezoge- 
ne Antikorper den definierten Antikorper aus der Bindung 
verdrangen kann. 1st eine Verdrangung von mindestens 50 % bei 
105 -f achem iiberschuB gegeben, so liegt eine Epitopliberlappung 



vor. 



Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daB die erhaltenen 
Antikorper spezifisch nur mit Seminomen (DSM ACC 2008) bzw. 
Seminomen «nd kleinzelligem Lungenkarzinom (DSM ACC 2007 und 
DSM ACC 2009) reagieren, nicht aber mit gesundem Lungengewe- 
be. . 

Es hat sich weiterhin uberrasohenderweise gezeigt, daB der 
monoklonale Antikorper DSM ACC 2007 die Stimulierung der 
Proliferation lymphoider Zellen durch den Stammzellf aktor 
SCF inhibiert. Dieser AntikSrper hemmt zudem auch die Bindung 
von Wachstumsfaktoren wie SCF an den c-kit-Rezeptor und damit 
auch die SCF-induzierte Phosphorylierung des c-kit-Rezeptors, 
sowie die SCF induzierte Abnahme der Expression von c-kit- 
Rezeptormolekiileh . 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein monoklo- 
naler AntikSrper gegen den humaneh c-kit^Rezeptor, welcher 
die Bindung von Wachstumsfaktoren an den c-kit-Rezeptor 
inhibiert und erhaltlich ist durch Immunisierung mit Sauger- 
zellen, die mit einer in diesen Zellen exprimierbaren c-kit- 
Sequenz transfiziert wurden, Immortalisierung der Milzzellen 
der immunisierten Tiers, Identif izierung derjenigen Hybridom- 
zellen, die den gewiinschten Antikorper produzieren, iiber die 
Bestimmung der Bindung des erhaltenen Antikorpers an den c- 
kit-Rezeptor, sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Anti- 
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korpers auf die Bindung von Wacnstumsf aktoren ah den c-kit- 
Rezeptor, Identif izierung solcher Hybridomzellen, deren 
Kulturiiber stand dabei eine hemmende Wirkung aufweist/ Klonie- 
rung dieser Bybridomzellen und Isolierung des von diesen 
Klonen produzierten Antikorp rs nach bekannten Verfahren. 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erf indung ist ein monoklonaler 
Antikorper gegen den humanen c-kit-Rezeptor, welcher die 
Stimulierung der Proliferation lymphoider Zellen durch SCF 
inhibiert und erhaltlich ist durch Immunisierung mit Sau- 
gerzellen, die mit einer in diesen Zellen exprimierbaren c- 
kit-Sequenz transf iziert wurden, Immortalisierung der Milz- 
zellen der iiranunisierten Tiere, Identif izierung derjenigen 
Bybridomzellen, die den gewiinschten Antikorper produzieren, 
fiber die Bestimmung der Bindung des erhaltenen Antikorper s an 
den c-kit-Rezeptor, sowie die Bestimmung der Wirkung dieses 
Antikorpers auf die Proliferation lymphoider Zellen , Identi- 
f izierung solcher Hybridomzellen, deren Kulturiiberstand dabei 
eine hemmende Wirkung aufweist, Klonierung dieser Hybridom- 
zellen und Isolierung des von diesen Klonen produzierten 
Antikorpers nach bekannten Verfahren. 

Die Immunisierung wird in den hierfiir iiblicherweise verwende- 
ten Tieren, wie z.B. Mausen oder Ratten durchgef iihrt . Vor- «. 
zugsweise werden Mause verwendet. 

Als Immunogen werden vorzugsweise NIH-3T3 Zellen verwendet, 
die mit einer fiir das c-kit Protein codierenden cDNA transf i- 
ziert wurden.. Die Klonierung dieser cDNA wurde wie von Yarden 
et. al., (EMBO J. 6 (1987) , 3341 - 3351) beschrieben, durch- 
gef Uhrt. Die fUr die Immunisierung verwendete transf izierte 
NIH-3T3 Zellinie c-kit yurde am 23.05.1991 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter der 
Hinterlegungonummer DSM ACC 2006 hinterlegt. 
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Die Immortalisierung der Milzzellen der immunisierteh Tiere 

erfolgt vorzugsweise durch Fusibnierung mit der Myelomzelli- 

nie P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL 1580) gemaS d r Methode nach 

J.of.imm. Meth* 39 (1980) 285 - 308. Daneben konnen aber auch 

andere, dem Fachmann gelaufige Verfahren zur Immortalisierung 

der Milzzellen (z.B. EBV-Traris format ion) verwendet werden. 

Zur Klbhierung werden die Zellen z .B; mitteis eines- Fluores- - 
zenz-aktivierteri Zellsorters vereinzelt. Zum Nachweis von im- 
mortalisierten Zellen f die den gewtinschten Antikorper gegen 
c-kit produzieren, wird eine Probe des Kulturiiberstandes in 
einem ELISA-Test auf Reaktivitat mit dem c-kit-Rezeptor g«t©-_ 
stet. Urn solche Antikorper zu erhalten f welche die Bindung 
von Wachstumsf aktoren an den c-kit-Rezeptor bzw. die Stimu- 
lierung der Proliferation lyxnphoider Zellen durch SCF inhi- 
bieren r wird der Kulturiiber stand der jenigen Klone, die an den 
c-kit-Rezeptor bindende Antikorper produzieren, zusatzlich 
auf die Hemmung der Bindung von Wac hs turns f aktoren an den c- 
kit-Rezeptor bzw. die Hemmung der SCF stimulierten Prolif era- 
ton lymphoider Zellen unteraucht. 

Die Hemmung der Bindung von Wac hs turns f aktoren an den c-kit- 
Rezeptor ergibt sich in ttbiicher Weise durch Inkubation eines 
markierten Wachstumsf aktors mit dem c-kit-Rezeptor in Gegen- 
wart des zu untersuchenden Antikorpers und anschlieBender 
Bestimmung von Rezeptor-gebundenem Wachstumtsf aktor . 

Die Hemmung der SCF induzierten Proliferation lymphoider 
Zellen wird in ublicher Weise bestimmt, vorzugsweise iiber die 
Fluoreszenzmarkierung von Lymphozyten, deren Proliferation 
mit SCF stimuliert wurde. 

Die jenigen Klone, deren Kulturiiberstand eine positive Reakti- 
on ergibt , werden expandiert und die von diesen Klonen produ- 
zierten Antikorper nach bekannten Verfahren isoliert. 
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Es hat sich iiberraschanderweise gezeigt, daB der AntikSrper 
DSM ACC 2007 an den mit Paraffin behandelten c-kit-Rezeptor 
ebenso bindet wie an den nicht mit Paraffin behandelten c- 
kit-Rezeptor . 

In einer bevorzugten Ausftthrungsf orm der Erfindung werden 
solche Hybridomzellen kloniert, deren Kulturtiber stand solche 
Antikorper enthSlt, die auch mit dem paraf f in-behandelten 
c-kit-Rezeptor reagieren und die von diesen Klonen produzier- 
ten Antikorper nach bekannten Verfahren isoliert. 

Der Nachweis von immortalisierten Zellen, die den gewiinschten 
Antikorper gegen c-kit produzieren, erfolgt bei dieser be- 
vorzugten Ausfuhrungsf orm iiber die Inkubation einer Probe des 
Kulturiiberstandes mit einem paraf f in-behandelten Gewebe- 
schnitt und Nachweis des an den in . dies em Gewebeschnitt ent- 
haltenen c-kit-Rezeptor gebundenen Antikorpers . 

Der monoklonale AntikSrper DSM ACC 2009 for der t iiberraschen- 
derweise synergistisch die durch den Stammzellf aktor SCF 
induzierte Proliferation lymphoider Zellen. Er stimuliert 
zudexn die SCF induzierte Phosphorylierung des c-kit-Rezeptors 
und bewirkt eine geringe Verzogerung der SCF induzierten 
Abnahme der c-kit-Rezeptor Expression. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein monoklo- 
naler Antikorper gegen den humanen c-kit-Rezeptor, welcher 
die SCF induzierte Proliferation lymphoider Zellen stimuliert 
und erhSltlich ist durch Immunisierung mit Sauger zellen, die 
mit einer in diesen Zellen exprimierbaren c-kit-Sequenz 
transfiziert wurden, Immortalisierung der Milzzellen der 
immunisierten Tiere, Identif izierung derjenigen Hybridomzel- 
len, die den gewiinschten Antikbrper produzieren, iiber die 
Bestixnmung der Bindung des erhaltenen Antikorpers an den c- 
kit-Rezeptor, sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Anti- 
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korp rs auf die Proliferation lymphbider Zellen, Identifizie- 
rung solcher Hybridomzellen, deren Kulturuberstand dabei eine 
stimulierende wirkung aufweist, Klohierung dieser Hybridom- 
zellen und Isolierung des von diesen Klonen produzierten 
Antikorpers nach bekannten Verfahren. 

Die Stimulierung der SCF induzierten Proliferation lymphoider 
."■^7' zelleri wird in ublicher Weise bestimmty vorzugsweise uber 
Fluoreszenzmarkierurig von Lymphozyten, deren Proliferation 
mit SCF stimuliert wurde. 

Bin weiterer Gegenstand der Erf indung ist ein Verfahren zur^ 
Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen den humanen c- 
kit-Rezeptor durch Tmmunisierurig mit Saugerzellen, die mit 
einer in diesen Zelleri exprimierbaren c-kit-Sequenz transfi- 
ziert wurden und Immort alls ierung der Milzzellen der immuni- 
sierten Tiere, wobei man solche Hybridomzellen kloniert , die 
Antikorper gegen den humanen c-kit-Rezeptor produzieren und 
die von diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten 
Verfahren isoliert. 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand der Erf indung ist ein 
Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen 
den humanen c-kit-Rezeptor , welche die Bindung von Wachs turns - 
f aktoren an den c-kit-Rezeptor inhibieren und erhaltlich sind 
durch Immunisierung mit Saugerzellen, die mit einer in diesen 
Zellen exprimierbaren c-kit-Sequenz transfiziert wurden f 
Immortalisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, 
Identifizierung derjenigen Hybridomzellen ,' die den gewtinsch- 
ten Antikorper produzieren, iiber die Bestimmurig der 
Bindung des erhaltenen Antikorpers an den c-kit-Rezeptor, 
sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Antikorpers auf die 
Bindung von Wachstumsf aktoreh an den c-kit-Rezeptor , Identi- 
fizierung solcher Hybridomzellen, deren Kulturuberstand dabei 
eine hemmende Wirkung aufweist, Klonierung dieser Hybridom- 
zellen und Isolierung der von diesen Klonen produzierten 
Antikorper nach bekannten Verfahren. 

. \ 
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Ein besonders bevorzugter Gegenstand der Erf Indung ist ein 
Verf ahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen 
den huxnanen c-kit-Rezeptor , welche die Stimulierung der 
Proliferation lymphoider Zellen durch SCF inhibieren und 
erhaltlich sind durch Immunisierung mit Saugerzellen, die mit 
einer in diesen Zellen exprimierbaren c-kit-Sequenz transf i- 
ziert wurden, Immortalisierung der Milzzellen der immunisier- 
ten Tiere, Identif izierung derjenigen Hybridomzellen, die den 
gewiinschten Antikorper produzieren, iiber die Bestimmung der 
Bindung dea erhaltenen Antikorpers an den c-kit-Rezeptor, 
sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Antikorpers auf die 
Proliferation lymphoider Zellen f Identif izierung solcher 
Hybridomzellen, deren Kulturiiberstand dabei eine bemmende 
Wirkung aufweist, Klonierung dieser Hybridomzellen und Iso- 
lieruhg der von diesen Klonen produzierten Antikorper nach 
bekannten Verf ahren. 

Ein besonders bevorzugter Gegenstand der Erf indung ist wei- 
terhin ein Verf ahren zur Herstellung von monoklonalen Anti- 
korpern gegen den humanen c-kit-Rezeptor , welche die SCF 
induzierte der Proliferation lymphoider Zellen stimulieren 
und erhaltlich sind durch Immunisierung mit Saugerzellen , die 
mit einer in diesen Zellen exprimierbaren c-kit-Sequenz t 
transfiziert wurden und Immortalisierung der Milzzellen der 
immunisierten Tiere, Identif izierung derjenigen Hybridomzel- 
len, die den gewiinschten AntikSrper produzieren, iiber die 
Bestimmung der Bindung des erhaltenen Antikdrpers an den c- 
kit-Rezeptor , sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Anti- 
korpers auf die Proliferation lymphoider Zellen, Identif izie- 
rung solcher Hybridomzellen/ deren Kulturiiberstand dabei eine 
stimulierende Wirkung aufweist , Klonierung dieser Hybridom- 
zellen und Isolierung_ der von diesen Klonen produzierten 
Antikorper nach bekannten Verf ahren. 

Weiterhin sind Gegenstand der Erf indung die Zellinien DSM ACC 
2007, DSM ACC 2008 und DSM ACC 2009. 
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: Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB mit den erf in- 
dungsgemSBen monoklonalen Antikorpem gegen c-kit eine Beur- 
teilung d r Malignitat von Tumoren im Bereich d r 
hamatopoietischen Zellen, von Seminomen sowie von kleinzelli- 
gem Lungenkarzinom erreicht werden kann, die wertvolle Hin- 
weise fur eine Therapie lief ert. 

- Bin weiterer Gegenstand- der Erf indung ist daher ein Verf ahren 
zum Nachweis der Malignitat von Tumoren der hamatopoietischen 
Zellen r von Seminomen und kleinzelligem Lungenkarzinom bei 
dem man eine Gewebeprobe mit mindestens einem monoklona- 
len AntikSrper gegen den c-kit-Rezeptor inkubiert und an- 
schlieBend gebundene Ahtik6rper mittels bekahriter" Methbden 
nachweist . 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird die Gewebeprobe mit 
einem erf indungsgemaB en Antikorper gegen den c-kit-Rezeptor 
inkubiert. Vorzugsweise wird dabei ein Antikorper vom IgG- 
Isotyp verwendet. Es konnen aber auch Fab oder F(ab') 2 Frag- 
mente verwendet werden. 

Zum Nachweis von gebundenem Antikorper gegen den c-kit-Rezep- 
tor wird beispielsweise mit einem vor oder nach der Bindung 
an den c-kit-Antikorper markierten zweiten Antikorper gegen 
murines Fey inkubiert. Als Markierung wird ublicherweise ein 
Enzym, ein Floureszenz- oder Chemilumineszenzf arbstof f ver- 
wendet. 

Maligne Tumoren der hamatopoietischen Zellen, maligne Semi- 
nome sowie bei Verwendung von monoklonalen Ant ikorpern , die 
in aquivalenter Weise wie die von den Zellinien DSM ACC 2007 , 
oder DSM ACC 2009 produzierten AntikSrper an den c-kit-Rezep- 
tor binden, auch kleinzellige Lungenkarzinome zeigen dabei 
ein positives Signal. 
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Eine weitere Verwendung v n er^indungsgemaBen monoklonalen 
AntikSrpers gegen den humane n c-kit-Rez ptor, v Iche die 
Stimuli rung der Pr lif eration lyxnphoider Zellen durch SCF 
inhibieren, ist die Verwendung zur Herstellung eines 
Therapeutikums zur Behandlung einer myeloischen LeukMmie. 

Die erf indungsgemaSen Zellinien DSM ACC 2006, DSM ACC 2007, 
DSM ACC 2008* und DSM ACC 2009 wurden am 23.05.1991 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Mascheroder Weg lb, D-3300 Braunschweig hinterlegt. 

Die Erfindung wird durch folgende Beispiele in Verbindung mit 
der Abbildung erlautert. 

Figur 1 zeigt die Stimulierung der SCF-induzierten Prolif era- 
tion lymphoider Zellen durch den monoklonalen Antikorper DSM 
ACC 2009, sowie die Hemmung der SCF-induzierten Proliferation 
lymphoider Zellen durch den monoklonalen Antikorper DSM ACC 
2007. Gezeigt wird jeweils der Anteil prolif erierender Zel- : 
len nach Inkubation von AML-Zellen bei 37°C mit Medium (•), 
100 //g/ml SCF (7), 2 yg/ml der monoklonalen Antikorper DSM 
ACC 2007 (v) bzw. DSM ACC 2009 (A) , sowie nach Vorinkubation 
mit den monoklonalen Antikorpern. DSM ACC 2007 (O) bzw. DSM 
ACC 2009 (A) fttr 30 Minuten bei 4°C vor der Stimulierung mit 
SCF. 

Beispiel 1 

Gewinnung monoklonaler Antikorper gegen den humane n c-kit-Re- 
zeptor 

Das humane c-kit-Gen wird wie von Yarden et. al., (EMBO- 
Journal, volume 6 (1987), 3341 - 3351) beschrieben, kloniert 
und in NIH-3T3-Zellen exprimiert . Mit 5. 000. 000 dieser trans- 
fizierten, c-kit-exprimierenden NIH-3T3-Zellen werden Balb/c- 
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Mause intraperitoneal immunisiert. Diese immuriisierung wird 
in ca. 4-wSchigen Abstanden wiederholt. Die Immunisierungs- 
dauer betragt insgesantt 6 Monate. AnschlieBend warden die 
Tiere noch zweimal mit wheat germ agglutinin angereichertem 
c-kit (s. Beispiel 2) immunisiert, die letzte Immunisierung 
wird dabei intravenSs durchgef iihrt . Drei Tage nach dieser 
letzten Immunisierung erfolgt die Unmortalisierung von Mil z- 
zellen der iiranunisierten Tiere mit der Myelomzellinie 
P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL 1580). 



Die Fusion der Milzzellen mit der Myelomzellinie wird nach 
dem Standardverfahren gemaS J. of Imm. Meth. f 39 (1980 )~, "285 
- 308 durchgef iihrt. Das Fusions vernal tnis Milzzellen :Mye- 
lomzellen 1st dabei 1:1. Die Fusionsprbdukte werden auf 24er . 
Kulturschalen der Firma Greiner mit 5x10* Peritonealexsudat- 
zellen der Maus ausgesat. Positive Primarkulturen (Bestimmung 
gemMB Beispiel 3) werden zwei Wochen nach Fusion mit Hilfe 
eines Floureszenz-aktivierten Zellsorters (Becton Dickinson) 
kloniert. Die Zellen werden dabei einzeln in 96er Mikrotiter- 
platten abgelegt und mit HECS-Medium (Tecnomara) gefUttert. 
Als Kulturmedium wird anschlieflend handelsUbliches RPMI-1640- 
Medium mit 10%igem fotalem Kalberserum verwendet. 

Zur Gewinnung der monoklonalen Antikorper werden die so er- 
haltenen Hybridom-Zellklone in vivo expandiert. Dazu werden 
5 x 10 6 Hybridom Zellen intraperitoneal in mit Pristan (Sig- 
ma) vorbehandelte Mause inokkultiert . Nach 10 - 15 Tagen 
werden je Maus 2-3 ml Ascites entnommen und daraus der 
monoklonale Antikorper nach herkSmmlichen Methoden geWonnen. 
Die Ausbeute betragt etwa 5 mg IgG/ml Ascites . 
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Beispiel 2 , ,J 

Anreicherung des c-kit-Rezeptor-Proteins iiber wheat germ 
agglutinin Agarose 

Die c-kit exprimierende transf izierte NIH-3T3 Zellinie c-kit 
wird in DMEM/F12 (1:1) Medium, das 10 % FKS und 2 mmol/1 
Glutamin enthalt, bis zur Konfluenz in Rollerf laschen kulti- 
viert • AnschlieGend werden die Zellen in 20 ml Lysepuffer 
lysiert. Der Lysepuffer enthalt 50 mmol/1 Hepes pH 7,5; 150 
mmol/1 Natriumchlorid; 1,5 mmol/1 MgCl 2 ; lmmol/1 EGTA; 1 % 
Triton X-100; 10 % Glycerin und 4 pg/ml PMSF. Das Lysat wird 
1 Stunde bei 100.000 g zentrif ugiert , der tfberstand 1:1 mit 
Her2x-Puffer verdttnnt und iiber Nacht bei 4 0°C im Batch-Ver- 
fahren an wheat germ agglutinin-Agarose (Sigma) gebunden 
(Her2x-Puf fer: 50 mmol/1 Hepes pH 7,2; 150 mmol/1 Natrium- 
chlorid; 1 % Triton X-100; 10 % Glycerin und 4 /jg/ml PMSF). 
AnschlieGend wird die wheat germ agglutinin- Agarose mit 10 
Volumen Her2x-Puf fer gewaschen und schlieGlich c-kit-Rezep- 
tor-Protein mit 0,3 mol/1 N-Acetyl-glucosamin in Her2x-Puf f er 
eluiert . . 



Beispiel 3 

Bestimmung der Spezifitat der produzierten Antikorper 

Um die Spezifitat der Antikorper im Kulturiiberstand der Hy- 
bridomzellen zu erfassen, wird ein Enzyme-Linked Immuno- 
sorbent -Assay (BLISA) angewendet. 

Dazu werden 9 6er Mikrotiterplatten (Nunc) mit 100 jul c-kit- 
Antigen (Isolierung nach Beispiel 2; 5 pg/ml in Carbonatpuf- 
fer, Boehringer Mannheim, Katalog Nr. 726559) beschichtet, 
mit 100 ill Kulturiiberstand (1:25 mit PBS (nach Dulbecco und 
Vogt, J. Exp. Med. 99 (1954) , 167 - 182) verdunnt) 2 Stunden 
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bei Raumtemperatur inkubiert und mit 3 x 350 jxl PBS/0,05% 
Tween 20 gewaschen. Danach wird mit POD markiertem Schaf- 
Anti-Maus IgG (10 mU; Boehringer Mannheim; Katalog Nr . 
1317377) 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubi rt, mit 3 x 350 
fil PBS/0,05% Tween 20 gewaschen und die Nachweisreaktion mit 
100 jjI ABTS® (1 mg/ml, Boehringer Mannheim Katalog Nr. 756 
407) in 40 mmol/1 Citrat-Puf fer pH 4,4, der 3,25 mmol/1. 
Natriumperborat enthalt ( Boehringer Mannheim, Katalog Nr . _ 
1204 530) ausgelost. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtem- 
peratur werden die Extinktionen in einem Photometer bei 405 
nm bestimmt . 

Beispiel 4 

Bestimmung der Wirkung der produzierten AntikSrper auf die 
SCF induzierte Proliferation lymphoider Zellen und die 
Bindung von Wachstumsfaktoren 

Lymphozyten werden durch Dichtegradientenzentrifugation 
(Lymphozyten-Trennmedium Boehringer Mannheim GmbH, Katalog- 
Nr. 295 949) isoliert und in RPMI 1640 komplett (10 % f Stales 
Kalberserum, 2 mmol/1 Glutamin, 1 % Vitaminlosung (Boehringer 
Mannheim GmbH, Katalog-Nr. 210 307), 100 ID/ml Penicillin und 
100 jig/ml Streptomycin) auf einen Zelltiter von 1 x 10 6 
Zellen/ml eingestellt. 100 jil dieser Zellsuspension werden 
zusammen mit 10 jj! rekombinantem menschlichen SCF (Amgen 
Thousand Oaks USA; Endkonzentration 100 ng/ml), sowie in 
ParallelansStzen mit 2 jjg/ml des zu untersuchenden monoklona- 
len AntikSrper s fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. In zwei 
weiteren Parallelansatzen wird zunachst mit 2 fig /ml des zu 
untersuchenden monoklonalen AntikSrper s fiir 30 Minuten bei 
4°C vorinkubiert und anschlieBend 100 ng/ml SCF zugesetzt. 
AnschlieBend werden die jenigen Zellen, die einen zu untersu- 
chenden monoklonalen AntikSrper gebunden haben, durch Fluor- 
eszenzmarkierung mit FITC gekoppeltem Anti-Maus-Immunglobulin 
aus dem Schaf angefarbt (Boehringer Mannheim GmbH, Katalog- 
Nr. 821 462), sowie die DNA dieser Zellen durch Behandlung 
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der Zellen mit einer hypotonen Losung von 0,05 mg/ml Propi- 
diumjodid (Sigma) und 0,1 % Natriumcitrat angef^rbt und die 
Markierungen in -einem FACS IV Zellsorter (Becton Dickinson) 
untersucht. Die Anregung erfolgt b i 488 nm , die Messung der 
FITC-markierten Zellen bei 530 nm, und die der Propi- 
diumjodid-markierten Kerne bei 610 nm. Der prozentuale Anteil 
von proliferierenden Zellen ergibt sich aus der Summe der mit 
Propidiumjodid-markierten Anteile von Zellen, die sich in der 
S-Phase, sowie in der G2- bzw. M-Phase befinden (%S + %62/M) . 
Die Figur 1 zeigt den stimulierenden Ef f ekt des monoklonalen 
Antikorpers DSM ACC 2009 auf die SCF-induzierte Proliferation 
lymphoider Zellen, sowie den hemmenden Effekt des monoklona- 
len Antikorpers DSM ACC 2007 auf die SCF-induzierte Prolife- 
ration lymphoider Zellen. 

Der monoklonale Antikorper DSM ACC 2007 bewirkt zusatzlich 
eine Hemmung der Bindung von SCF an den c-kit-Rezeptor • Zum 
Nachweis dieser Wirkung werden die wie oben beschriebenen 
isolierten Lymphozyten 30 Minuten auf Eis in PBS mit 0,01 % 
NaN 3 und 2 pg/ml des monoklonalen Antikorpers DSM ACC 2007 ^ 
inkubiert. AnschlieSend werden 125 ng/ml biotinylierter SCF 
zugegeben und die Zellen mit Streptavidin-Phycoerythrin 
(Dianova) gefarbt. Die Auswertung erfolgt in einem FACS IV 
Cellsorter (Becton Dickinson) mit einer Anregungswellenlange 
von 488 nm und einer Messung bei 570 nm. Im Vergleich zu ^ 
einem Kontrollsatz ohne Inkubation mit dem monoklonalen 
Antikorper DSM ACC 2007 ergibt sich eine 98 %-ige Hemmung der 
SCF-Bindung an Lymphozyten durch den monoklonalen AntikSrper 
DSM ACC 2007. 

Medium (RPMI 1640 komplett) 

440 ml RPMI 1640 (Boehringer Mannheim BM 209 945) 
50 ml f Stales KSlberserum (FKS) (BM 210 471) 
5 ml Glutaminlosung, 200 mmol/1 (BM 210 277) 
5 ml Vitaminlosung (1 %) (BM 210 307) 

1 ml Penicillin (50 000 IU) und Streptomycin (50 mg) 
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Vitaminlosung (BM 210 307) : 

mg/100 ml 

Ca-D ( + ) -Pant othenat 

Cholinchlorid 
Folsaure - 
meso-Inosit 



mg/100 ml 



10,0 


Nicotinsaure- 


10,0 




■ amid 




10,0 


Pyridoxal . HCl 


10 , 0 


10,0 


Riboflavin , ; 


1,0 


20,0 


Thiamin . HCl 


10,0 



Beispiel 5 

Bestxmmung der Epitopiiberlappung von Antikorpern gegen c-kit 



Zum Nachweis der Epitopiiberlappung eines Antik8rpers mit dem 
monoklonalen Antikorper DSM ACC 2007 wird ein kompetetiver^ 
Euzym-Immunoassay durchgef iihrt . Dazu wird das nach Bexspxel 2 
angereicherte c-kit-Rezeptor Protein zunachst mit D-Biotxnyl- 
€-amidocaponsaure-H-hydroxysucoinimide 8 ter (Boehringer Mann- 
heim, Katalog-Nr. 1008960) gemafl Angaben des Herstellers 
biotinyliert. Von diesem biotinylierten Antigen werden 300 ng 
in einem Volumen von 100 jil. PBS durch einstiindige Inkubation 
bei Raumtemperatur an eine mit Streptavidin beschxchtete 
Mikrotiterplatte (Herstellung nach EP-A 0 344 578) gebunden. 
Nach viermaligem Wascheii mit PBS/0,05 % Tween 20 wird 90 
Minuten bei Raumtemperatur simultan inkubiert mit dem mono- 
klonalen Antikorper DSM ACC 2007, der mit Peroxidase markxert 
wurde (Endkonzentration 250 mU/ml) und dem zu beurteilenden 
AntikSrper. Nach erneutem viermaligem Waschen mit PBS/0,05 % 
Tween 20 wird mit der EnzymsubstratlSsung ABTS® in Natrxum- 
perborat enthaltendem Puffer 30 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert und anschlieSend die Extinktion bei 405 nm als Ma6 
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fiir die Menge des ge bun dene n, . POD markiert n, monoklonalen 
Antikorpers DSM ACC 2007 gemessen. Dieser Wert wurde vergli- 
chen mit der Extinktion, die erhalten wurde, bei Inkubation 
mit dem monoklonalen Antikorper DSM ACC 2007 allein. Wenn bis 
zu einem 10 5 -fachen UberschuS an zu beurteilendem AntikSrper 
gegeniiber dem monoklonalen AntikSrper DSM ACC 2007 Enzymkon- 
jugat (250 mU/ml) mindestens 50 % Kompetition zu erkennen 
sind, liegt eine Epitopiiberlappung vor. 

Beispiel 6 

Bestimmung der Expression des c-kit-Rezeptor Proteins in 
verse hiedenen Geweben und Tumoren 

Der zu untersuchende Gewebeschnitt wird 2 Stunden bei 4°C mit 
einem monoklonalen Antikorper gegen c-kit (DSM ACC 2007 f DSM 
ACC 2009 bzw. DSM ACC 2008, jeweils 20 yg/ml) inkubiert. Nach 
einem Waschschritt (3x5 Minuten in PBS/0 , 05% Tween-20) wird 
der Gewebeschnitt mit Schaf-Anti-Maus IgG (100 jug /ml, Boeh- 
ringer Mannheim, Katalog Nr. 1092618) 1 Stunde bei Raumtempe- 
ratur inkubiert. Gebundener Antikorper wird iiber einen 
Komplex aus Peroxidase und murinem Anti-Peroxidase-Antikorper 
(250 mU/ml f Boehringer Mannheim, Katalog Nr. 1092 626, 1 : 
Stunde Inkubation bei Raumtemperatur ) nachgewiesen . Die ' 
Nachweisreaktion wird mit Diaminobenzidin (1 mg/ml) ausgelost 
und an einem Mikroskop ausgewertet. 

Die f olgende Tabelle zeigt die nach dieser Methode bestimmte 
Reaktivitat der aus den Zellinien DSM ACC 2007, DSM ACC 2008 
und DSM ACC 2009 erhaltenen monoklonalen Antikorper. 



WO 92/21766 PCT/EP92/01117 

Al 
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kleinzelliges I 

Lungenkarzinom j + + 

gesundes I - - 

Lungengewebe I 
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Patentansprliche 



1. Monoklonaler Antikttrper gegen den humanen c-kit-Rezep- 
tor, erhaltlich aus den Zellinien DSM ACC 2007, DSM ACC 
2 008 Oder DSM ACC 2009 Oder in aquivalenter Weise an den 
c-kit-Rezeptor bindefahig wie die von den Zellinien DSM 
ACC 2007, DSM ACC 2008 oder DSM ACC 2009 produzierten . 
Antikorper . 

2. Monoklonaler Antikorper gegen den humanen c-kit-Rezep- 
tor, welcher die Bindung von Wach stums f aktoren an den c- 
kit-Rezeptor inhibiert und erhaltlich ist durch Immuni- 
sierung mit Saugerzellen, die mit einer in diesen Zellen 
exprimierbaren c-kit-Sequenz transfiziert wurden, Immor- 
talisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere r 
Identif izierung derjenigen Hybridomzellen, die den 
gewiinschten Antikorper produzieren, iiber die Bestiznmung 
der Bindung des erhaltenen Antikorpers an den c-kit- 
Rezeptor, sowie die Best immung der Wirkung dieses Anti- 
korpers auf die Bindung von Wachstumsf aktoren an den c- 
kit-Rezeptor f Identif izierung solcher Hybridomzellen , 
der en Kultur liber stand dabei eine hemmende Wirkung auf- 
weist, Klonierung dieser Hybridomzellen und Isolierung 
des von diesen Klonen produzierten Antikorpers nach 
bekannten Verfahren. 

3. Monoklonaler Antikorper gegen den humanen c-kit-Rezep- 
tor, welcher die Stimulierung der Proliferation lympho- 
ider Zellen durch SCF inhibiert und erhaltlich ist durch 
Immunisierung mit Saugerzellen, die mit einer in diesen 
Zellen exprimierbaren c-kit-Sequenz transfiziert wurden, 
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Immortallsierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, 
Identifizierung derjenigen Hybridbmzellen, die d n 
gewiinschten Antikorper produzieren, iiber die Bestimmung 
der Bindung des erhaltenen Antikorper s an den c-kit- 
Rezeptor, sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Anti- 
- korpers auf die Proliferation lymphoider Zellen, Identi- 
fizierung solcher Hybridomzellen, deren Kulturuberstand 
• dabei eine hemmende Wirkung aufweist, Klonierung dieser 

Hybridomzellen und Isolierung des von diesen Klonen 
produzierten Antikorpers nach bekannten Verfahren. 

4. _ Monoklonaler Antikorper gegen den humanen c-kit- 
Rezeptor, welcher die SCF-induzierte Proliferation 
lymphoider Zellen stimuliert und erhaltlich ist durch 
Immunisierung mit Sauger zellen, die mit einer in diesen 
Zellen exprimierbaren c-kit-Seqiienz trahsf iziert wurden, 
Immortalisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, 
Identifizierung derjenigen Hybridomzellen, die den 
gewiinschten Antikorper produzieren, uber die Bestimmung 
der Bindung des erhaltenen Antikorpers an den c-kit- 
Rezeptor, sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Anti- 
korpers auf die Proliferation lymphoider Zellen, Klonie- 
rung der auf diese Weise identif izierten gewiinschten 
Hybridomzellen und Isolierung des von diesen Klonen 
produzierten Antikorpers nach bekannten Verfahren. 

5. Verfahren zur Herstelluhg monoklonaler Antikorper gegen 
den humanen c-kit-Rezeptor durch Immunisierung mit 
SSLuger zellen, die mit einer in diesen Zellen exprimier- 
baren c-kit-Sequenz transf iziert wurden, Immortalisie- 
rung der Milzzellen der immunisierten Tiere, Klonierung 

. von solchen Hybridomzellen, die Antikorper gegen den 
humanen c-kit-Rezeptor produzieren und isolierung der 
von diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten 
Verfahren J 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , daB 
man solche Hybridomzellen kloniert , deren Kulturtiber- 
stand aolche AntikcSrper enthMlt, die mit dem Paraffin- 
behandelten c-kit-R zeptor reagieren und die von diesen 
Klonen produzierten Antikorper nach bekannteii Verfahren 
isoliert. 

7. Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikorper gegen 
den humanen c-kit-Rezeptor , welche die Bindung von 
Wachstumsf aktoren an den c-kit-Rezeptor inhibieren durch 
Immunisierung mit: Sauger zellen, die mit: einer in diesen 
Zellen exprimierbaren c-kit-Sequenz trans f iziert wiirderi, 
Immortalisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, 
Identifizierung derjenigen Hybridomzellen, die den 
gewiinschten Antikorper produzieren, iiber die Bestimmung 
der Bindung des erhaltenen AntikBrpers an den c-kit- 
Rezeptor, sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Anti- 
korper s auf die Bindung von Wachstumsf aktoren an den c- 
kit-Rezeptor, Identifizierung solcher Hybridomzellen, 
deren Kultuxiiber stand dabei eine hemmende Wirkung auf- 
weist , Klonierung dieser Hybridomzellen und Isolierung 
der von diesen Klonen produzierten Antikorper nach 
bekannten Verfahren. 

8. Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikorper gegen 
den humanen c-kit-Rezeptor, welche die Stimulierung der 
Proliferation lymphoider Zellen durch SCF inhibieren 
durch Immunisierung mit S auger zellen, die mit einer in 
diesen Zellen exprimierbaren c-kit-Sequenz transf iziert 
wurden, Immortalisierung der Milzzellen der immunisier- 
ten Tiere, Identifizierung derjenigen Hybridomzellen, 
die den gewiinschten Antikorper produzieren, iiber die 
Bestimmung der Bindung des erhaltenen Antikorpers an den 
c-kit-Rezeptor, sowie die Bestimmung der Wirkung dieses 
Antikorpers auf die Proliferation lymphoider Zellen, 
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Identif izi rung solcher Hybridomzellen, deren Kul- 

turiiber stand dabei eine heznmende Wirkung aufweist, 

Kl nierung dieser Hybridomzellen und Isolierung der von 

diesen Klonen produzierten Antikorper nach bekannten 

Verfahren. 

9. Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikdrper gegen 
T-" den humanen c-kit-Rezeptor , welche die SCF-induzierte 

Proliferation lymphoider Zellen stimulieren durch Immu- 
nisierung mit Saugerzellen, die mit einer in diesen 
Zellen exprimierbaren c-kit-Sequenz transf iziert wurden, 
. Immortalisierung. der Milzzellen der i^unisierten Tiere, 
Identif izierung derjenigen Hybridomzellen, die den 
gewiinschten Antikorper produzieren f iiber die Bestimmung 
der Bindung des erhaltenen Antikorpers an den c-kit- 
Rezeptor, sowie die Bestimmung der Wirkung dieses Anti- 
korpers auf die SCF induzierte Proliferation lymphoider 
Zellen r Klonierung der auf diese Weise identif izierten 
gewiinschten Hybridomzellen und Isolierung der von diesen 
Klonen produzierten Antikorpern nach bekannten Verfah- 
ren. . 

10. Zellinie, die einen monoklonalen Antikorper gegen den 
humanen c-kit-Rezeptor produziert, ausgewahlt aus der 
Gruppe DSM ACC 2007, DSM ACC 2008 und DSM ACC 2009. 

11. Verfahren zum Nachweis der Malignitat von Tumoren der 
hamatopoietischen Zellen , von Seminomen oder kleinzelli- 
gem Lungenkarzinom, dadurch gekennzeichnet , daB man eine 
Gewebeprobe mit mindestens einem monoklonalen Antikor- 
per gegen den c-kit-Rezeptor inkubiert und anschlieSend 
gebundene Antikorper mittels bekannter Methoden nach- 
weist. 
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